
·论　著·

三维试验检测耐头孢他啶铜绿假单胞菌产β内酰胺酶

陈　红（湖南省益阳市第三人民医院检验科　４１３０００）

　　【摘要】　目的　了解耐头孢他啶铜绿假单胞菌产β内酰胺酶的现状。方法　采用ＫＢ法进行药敏试验，筛选

耐头孢他啶的铜绿假单胞菌，采用改良三维试验检测各种β内酰胺酶。结果　６５株临床分离耐头孢他啶铜绿假单

胞菌中产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）３０株（４６．２％），ＡｍｐＣ酶４株（６．２％），同时产 ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ酶１０株

（１５．４％），同时产金属酶和产ＥＳＢＬｓ１５株（２３．１％），同时产ＡｍｐＣ酶和金属酶２株（３．１％）。结论　益阳市第三人

民医院铜绿假单胞以产ＥＳＢＬｓ为主，其次为ＡｍｐＣ酶和金属酶。
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　　铜绿假单胞菌为专性需氧非发酵革兰阴性杆菌，广泛存在

于自然环境中，是医院及社区感染中常见病原菌，可引起包括

皮肤软组织感染、肺炎、败血症等在内的多种疾病［１］。近年来，

随着广谱抗菌药物广泛使用，铜绿假单胞菌多重耐药现象日趋

严重。有研究表明，铜绿假单胞菌产生各种产超广谱β内酰胺

酶（ＥＳＢＬｓ），是其对β内酰胺类抗菌药物耐药的重要机制
［２］。

为了解本院铜绿假单胞菌产β内酰胺酶现状，本研究对２００９年

６至２０１２年５月本院临床标本中出现的耐头孢他啶铜绿假单胞

菌采用改良三维试验检测其β内酰胺酶，报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２００９年６月至２０１２年５月本院临床标

本中分离的耐头孢他啶铜绿假单胞菌非重复菌株６５株。

１．２　试剂　ＭＨ培养基干粉购自英国Ｏｘｏｉｄ公司，克拉维酸

（ＣＬＡ）、氯唑西林（ＣＬＯ）购自中国药品生物制品检定所，其余

所有药敏纸片均购自英国Ｏｘｏｉｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　菌株鉴定及药敏试验　各临床科室送检标本经培养后

取可疑菌落按《全国临床检验操作规程》（第３版）进行操作鉴

定。药敏试验采用ＫＢ法，结果判定参照２０１２年美国临床实

验室标准化协会标准执行。以大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、铜

绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）为标准质控菌株。

１．３．２　改良三维试验检测ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ和金属酶　三维试

验参照文献［３］并进行改良。酶粗提物制备：取纯培养菌落２～

３个，涂在１／４ＭＨ平皿上３７℃孵育过夜；刮下菌苔于１ｍＬ

生理盐水中，４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后弃上清液，加入

７００μＬ生理盐水于 ＥＰ管中，－２０℃保存，反复冻融６次，

４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液经常规细菌培养结果为

阴性后，置－２０℃保存备用。三维试验：取２个 ＭＨ平皿，分

别均匀涂布０．５麦氏单位大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２），平皿中

央分别贴３０μｇ头孢噻肟和亚胺培南，距离纸片边缘５ｍｍ处

打孔，贴头孢噻肟的平皿分别加４５μＬ酶粗提液加５μＬ生理

盐水、４５μＬ酶粗提液加５μＬ２ｍｍｏｌ克拉维酸、４５μＬ酶粗提

液加５μＬ２ｍｍｏｌ氯唑西林、４５μＬ酶粗提液加５μＬ２ｍｍｏｌ

克拉维酸加５μＬ２ｍｍｏｌ氯唑西林；贴亚胺培南的平皿分别加

４５μＬ酶粗提液加５μＬ生理盐水、４５μＬ酶粗提液加５μＬ０．５

ｍｏｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）于孔中，避免酶粗提液溢出孔外，３５

℃温箱孵育过夜。孔与抑菌圈交界处出现扩大的长菌区域，表

明该酶能水解头孢噻肟或亚胺培南，同时观察能否被ＣＬＡ、

ＣＬＯ和ＥＤＴＡ所抑制。以阴沟肠杆菌为阳性对照，以大肠埃

希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）为阴性对照。

２　结　　果

２．１　药敏试验　６５株耐头孢他啶铜绿假单胞菌药敏试验结

果　见表１。

表１　６５株耐头孢他啶铜绿假单胞菌药敏试验（％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

头孢哌酮／舒巴坦 １５．３８ ４．６２ ８０．００

阿米卡星 ２３．０８ １．５４ ７５．３８

亚胺培南 ３８．４６ ４．６２ ５６．９２

环丙沙星 ４６．１５ ６．１５ ４７．７０

哌拉西林／他唑巴坦 ４７．６９ ４．６２ ４７．６９

左氧氟沙星 ４９．２３ ３．０８ ４７．６９

头孢吡肟 ８７．６９ ９．２３ ３．０８

庆大霉素 ８９．２３ ０．００ １０．７７

氨曲南 ９５．３８ ３．０８ １．５４

头孢曲松 ９６．９２ ３．０８ ０．００

氨苄西林／舒巴坦 ９８．４６ ０．００ １．５４

头孢他啶 １００．００ ０．００ ０．００

头孢唑啉 １００．００ ０．００ ０．００

哌拉西林 １００．００ ０．００ ０．００
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２．２　改良三维试验测定６５株耐头孢他啶铜绿假单胞菌　见

表２。６５株耐头孢他啶铜绿假单胞菌中，单产ＥＳＢＬｓ３０株，单

产ＡｍｐＣ酶４株，同时产 ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ酶１０株，同时产

ＥＳＢＬｓ和金属酶１５株，同时产 ＡｍｐＣ酶和金属酶２株，产其

他β内酰胺酶４株。

表２　６５株耐头孢他啶铜绿假单胞菌药物敏试验结果

项目 菌株数
水解底物

头孢噻肟 亚胺培南

抑制剂

ＣＬＡ ＣＬＯ ＣＬＡ／ＣＬＯ ＥＤＴＡ

ＥＳＢＬｓ ３０ ＋ ／ ＋ ／ ＋ ／

ＡｍｐＣ ４ ＋ ／ ／ ＋ ＋ ／

ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ １０ ＋ ／ ／ ／ ＋ ／

ＥＳＢＬｓ和金属酶 １５ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ＋

ＡｍｐＣ和金属酶 ２ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ＋

其他β内酰胺酶 ４ ＋ ／ ／ ／ ／ ／

　　注：／表示无结果，＋表示阳性。

３　讨　　论

头孢他啶是治疗铜绿假单胞菌感染的一线药物。近年来，

随着β内酰胺类抗菌药物的广泛应用，铜绿假单胞菌对头孢他

啶的耐药性明显上升，且常因对多种抗菌药物耐药而导致治疗

失败，已成为临床抗感染治疗的棘手难题。由表１可见，耐头

孢他啶的铜绿假单胞菌通常伴有其他多类抗菌药物耐药。目

前引起临床关注的β内酰胺酶有：ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ、对酶抑制剂

敏感性下降的β内酰胺酶（ＩＲＴｓ）、金属酶和非金属酶的碳青

霉烯酶。铜绿假单胞菌对β内酰胺类药物耐药主要产生各种

β内酰酶，它们可定位于质粒或染色体上，对β内酰酶高度耐

药和酶抑制剂耐药。在院内感染的监测中，为了便于及时切断

耐药基因的传播，监测细菌的产酶机制有十分重要的意义［４］。

改良三维试验利用ＥＳＢＬｓ能被ＣＬＡ抑制，不被ＣＬＯ抑

制；ＡｍｐＣ酶则不能被ＣＬＡ抑制，但可被ＣＬＯ抑制；金属酶可

被ＥＤＴＡ抑制等特性来检测ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ酶和金属酶。采

用细菌酶液进行操作，避开细菌外膜渗透机制和抗菌药物泵出

机制对试验的干扰，因而不受抗菌药物的诱导、细菌表型和外

界因素的影响，可更准确地同时检测铜绿假单胞菌 ＥＳＢＬｓ、

ＡｍｐＣ酶和金属酶
［５６］。由表２可见，４６．２％（３０／６５）菌株单产

ＥＳＢＬｓ，６．２％（４／６５）菌株单产 ＡｍｐＣ酶，１５．４％（１０／６５）菌株

同时产ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ酶，２３．１％（１５／６５）菌株同时产金属酶

和ＥＳＢＬｓ，３．１％（２／６５）菌株同时产 ＡｍｐＣ酶和金属酶，６．２％

（４／６５）菌株产其他β内酰胺酶，这与文献［３，７９］报道的有所

不同，可能与各地区使用抗菌药物的种类和频率不同有关。本

研究结果表明，本院耐头孢他啶铜绿假单胞菌产 ＥＳＢＬｓ达

８４．７％，产金属酶和 ＡｍｐＣ酶分别为２６．２％和２４．７％，而

４１．６％的菌株同时产两种β内酰胺酶。说明本院分离铜绿假

单胞菌不仅产酶高，而且产酶种类较多，可能是对β内酰胺酶

类药物广泛耐药的重要机制，应引起临床高度重视。

综上所述，本院耐头孢他啶铜绿假单胞菌对β内酰胺酶类

药物耐药主要与其产ＥＳＢＬｓ有关，其次为ＡｍｐＣ酶和金属酶。

控制产酶菌株在本院的播散及流行已刻不容缓，临床在治疗该

类细菌感染时，应及时根据药敏试验结果合理选用抗菌药物。
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